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Abstract of correspondent: US2001 028455 
A fluorescence-measuring device for scanning a 
specimen (36, 226) with a selection element (26, 
206). Excitation light is coupled to an excitation 
beam path and guided to the specimen surface. 
Fluorescent light, which is emitted by the 
specimen surface, crosses the excitation beam 
path in a reverse direction and at the same time 
is decoupled from the excitation beam path. In 
the beam path, there is a first dispersive element 
(30, 21 0) so that the fluorescent light emitted by 
the specimen surface can strike the selection 
element spectrally split. The selection element 
includes a first area (48, 240) and a second area 
(26, 242) allowing selection between the 
excitation and fluorescent light. According to a 
first aspect, a spatial extension of a transmission 
area (26) is adjustable in order to adjust the 
transmitted wavelength range of the emission 
light. According to a second aspect, the selection 
element (206) makes it possible to operate with a 
coherent excitation having several laser lines. A 
two-dimensional confocal measurement 
arrangement can be accomplished and the 
emission light separated from the excitation light 
can be detected with spectral resolution 
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(S) Polychromatische Fluoreszenz-Me&vorrichtung 

@ DieErfindung betriffi eine Fluoreszenz-Me&vorrichtung 
zum Abtasten einer Probenflache (36, 226), mlt einem Se- 
lektionselement (26, 206), mittels welchem Anregungs- 
licht in einen Anregungsstrahlengang zur Probenflache 
eingekoppelt und von der Probenflache emittiertes Fluo- 

reszenzlicht, das den Anregungsstrahlengang in umge- | H ^, 

kehrter Richtung durchlauft, aus dem Anregungsstrahlen- 0 VT 
gang ausgekoppelt wird, wobei im Strahlengang ein er- *e 
stes dispersives Element (30, 210) vorgesehen ist, so daft 
das von der. Probenflache emittierte Fluoreszenzlicht 
spektral aufgespalten auf dem Selektionselement auf- 
trifft, wobei das Selektionselement einen ersten (48, 240) 
und einen zweiten Bereich (54, 242) aufweist, um die Se- 
lektion zwischen Anregungs- und Fluorenzenzlicht zu be- 
werkstelligen. Gemafc einem ersten Aspekt ist die raumli- 
che Ausdehnung des Reflexions- (48, 50) und damit des 
Transmissionsbereichs (54) einstellbar, um den durchge- 
lassenen Wellenlangenbereich des Emissionslichts einzu- 
stellen. Gemafc einem zweiten Aspekt ist das Selektions- 
element (206) so ausgebildet, daB bei koharenter Anre- 
gung mit mehreren Laserlinien gleichzeitig operiert wer- 
den kann, sich eine 2-dimensional konfokale Meftanord- 
nung realisieren laftt und das effizient vom Anregungs- 
licht getrennte Emissionslicht mit spektraler Auflosung 
detektiert werden kann. 
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Beschreibung 


[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Fluores- 
zenz-MeBvorrichtung zum Abtasten einer Probenflache ge- 
maB dem Oberbegriff von Anspruch 1 . 
[0002] Bei der Auflicht-Fluoreszenz mlissen Anregungs- 
und Emissionsstrahlengang miteinander vereint bzw. von- 
einander getrennt werden. Gewohnlich geschieht dies mit 
Hilfe eines Farbteilers, der Licht unterhalb einer gewiinsch- 
ten Wellenlange reflektiert und iangerwelliges Licht trans- 
mittiert. Die Notwendigkeit eines sole hen Filters steht ei- 
nem schnellen Wechsel von Anregungs- bzw. Emissions- 
wellenlange im Wege. Bei einem aus DE 195 10 102 C 1 
bekannten, gattungsgemaBen konfokalen Fluoreszenzmi- 
kroskop wird - das Problem dadurch umgangen, daB Anre- 
gungs- und Emissionsstrahlengang ohne Zuhilfenahme von 
Strahlteilern mit Hilfe dispersiver Elemente z. B. Prismen 
vereint bzw. wieder getrennt werden. Dabei wird das Ge- 
sichtsfeld mit einer Vielzahl spaltartiger oder punktformiger 
" Lie htf ens tern" beleuchtet und das Praparat durch gleichzei- 
tiges Bewegen dieser Beleuchtungsf elder parallel "abgeta- 
stet". Die vorliegende Erfindung zielt auf eine Huoreszenz- 
meBvorrichtung, welche die genannten Vorteile der aus 
DE 195 10 102 CI bekannten Vorrichtung bewahrt, durch 
einen Verzicht auf Parallelabtastung und Beschrankung auf 
einzelne "Lichtfenster" jedoch einfacher zu realisieren ist, 
eine deutlich gesteigerte Fremdlicht-Unterdruckung auf- 
weist, die freie, unabhangige Auswahl von Anregungs wel- 
lenlange, Emissisons wellenlange und Ernissionsbandbreite 
gestattet, und in einer besonderen Ausgestaltung es sogar er- 
moglicht, mit mehreren Anregungs wellenlangen simultan 
zu operieren und gleichzeitig die gesamte spektrale Infor- 
mation des Emissisonslichtes einer Auswertung zuganglich 
zu machen. 

[0003] Dieses Ziel wird in erfindungsgemaBer Weise er- 
reicht durch Fluoreszenz-MeBvorrichtungen wie sie in An- 
spruch 1 bzw. 9 definiert sind. 

[0004] Bei der Losung gemaB Anspruch 1 ist die einfache 
und flexible Auswahl sowohl des detektierten Emissions- 
wellenlangenbereichs als auch der gewiinschten "Stake's 
Shift" vorteilhaft. 

[0005] Bei der Losung gemaB Anspruch 9 ist vorteilhaft, 
daB bei mehreren Anregungs- und Emissionswellenlangen 
gleichzeitig gemessen werden kann und daB eine Konfokali- 
tat in zwei Raumrichtungen ermoglicht wird. 
[0006] Anspruch 20 betrifft eine besondere Ausgestaltung 
des Selektionselements. 

[0007] Bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung erge- 
ben sich aus den Unteranspruchen. 

[0008] Im folgenden werden Ausfiihrungsformen der Er- 
findung anhand der beigefligten Zeichnungen beispieihaft 
naher erlautert, wobei: 

[0009] Fig. 1 schematisch den Strahlengang in einer Fluo- 
reszenzmeBvorrichtung gemaB einer ersten Ausfiihrungs- 
form zeigt; 

[0010] Fig. 2 eine vergroBerte Darstellung des Selektions- 
elements aus Fig. 1 ist; 

[0011] Fig. 3 eine schematise he Darstellung des Strahlen- 
gangs einer FluoreszenzmeBvorrichtung in einer zweiten 
Ausfiihrungsform ist, bei der in der oberen Darstellung die 
Y-Richt.ung ? und in der unteren Darstellung die X-Richtung 
die Querrichtung bildet, wobei der in diesern Fall aus der 
Bildebene herausragende Anregungsast nicht eingezeichnet 
ist, und 

[0012] Fig. 4 die vergroBerte Darstellung eines Selekti- 
onselements ist, welches in der in Fig. 3 gezeigten Anord- 
nung Anwendung finden kann. 

[0013] Bei der ersten Ausfiihrungsform der Erfindung ge- 


maB Fig. 1 und 2 werden, anders als bei der aus 
DE 195 10 102 CI bekannten Losung, nicht mehrere Spalt- 
blenden gleichzeitig beleuchtet, sondern lediglich eine ein- 
zige. Sie braucht keine beugungslimitierte Hone zu besitzen, 

5 sondern kann als Streifen ausgedehnter Hohe das Praparat 
iiberdecken. Das auf dem Flachensensor registrierte Bild 
entspricht dann jeweils einem solchen Streifen, und das Ge- 
samtbild muss aus mehreren soicher, mit dem Scanner uber 
das Praparat gefuhrten Streifen zusammengesetzt werden. 

10 Der Vorteil, der den Verzicht auf eindimensionale Konfoka- 
litat und die Geschwindigkeitssteigerung durch Parallelab- 
tastung aufwiegt, liegt darin, daB sowohl die des Emissions- 
Bandbreite, als auch die Stoke's Shift frei einstellbar sirid. 
[0014] Eine mogliche Ausgestaltung dieses Prinzips ist in- 

15 Fig. 1 gezeigt. Auf einen engen Wellenlangenbereich be- 
grenztes Licht einer Lichtquelle 12 - hier wird bevorzugt 
eine Galvanometermontierte Gitteranordnung analog zu der , 
aus DE 42 28 366 Al bekannten Gitteranordnung eingesetzt 
- beleuchtet homogen einen in seiner GroBe verstellbaren 

20 Spalt 14, welcher mit Hilfe einer Spektrometeranordnung - 
bestehend aus den abbildenden Elementen 16 und 20 und 
dazwischen~einem dispersiven Element 18 - in eine Zw^ 
schenbildebene 22 abgebildet wird. Ein in dieser Zwischei. 
bildebene plaziertes Umlenkelement 24 bildet gleichzeitig 

25 den festen Backen 48 einer Spaltanprdnung 26. Das im Be- 
reich des festen Backens 48 reflektierte und somit umge- 
lenkte, monochromatische Anregungslicht passiert eine 1u- 
buslinse 28, die die Umlenkeinheit ins Unendliche abgebil- 
det, wird danach von einem zum dispersiven Element 18 in 

30 subtraktiver . Dispersion betriebenen zweiten dispersiven 
Element 30 abgelenkt, und mittels eines drehbar gelagerten 
Umlenkspiegels 32 auf das Objektiv 34 gelenkt. Durch das 
Objektiv entsteht in der Praparatebene 36 ein (ublicherweise 
verkleinertes) Bild der urspriinglichen Spaltebene 14, wel- 

35 ches durch Drehen des Umlenkspiegels 32 iiber das Praparat 
38 bewegt werden kann. Das vom so beleuchteten Streifen 
des Praparats emittierte Licht durchlauft die optische An- 
ordnung ruckwarts, wird wegen seiner Rotverschiebung 
verglichen mit dem Anregungslicht vom dispersiven Ele- 

40 ment weniger stark abgelenkt und landet in der ersten Zwi- 
schenbildebene 22 als spektral verwaschener Streifen. Bei 
entsprechender Positionierung dieses Streifens relativ zu 
den Spaltbacken 48 und 50 der Spaltanordnung 26 kann 
durch Verstellen des verschiebbaren Spaltbackens 48 relati 

45 zum festen Spaltbacken 50 die Breite des Spalts 54 vorgege- 
ben und damit wie durch einen Spektrometeraustrittsspalt 
die spektrale Bandbreite beeinflusst werden. Da jedoch so- 
wohl im Anregungs-, als auch im Emissionsstrahlengang 
die Strahlposition in der Zwischenbildebene mit wechseln- 

50 der Wellenlange wechselt, muss entweder das gesamte Um- 
lenkelement 24 mitsamt der bei den Spalte der gewiinschten 
Wellenlange entsprechend verse hoben werden, oder es muss 
in der Nahe des dispersiven Elements 18 eine vers tellb are 
Umlenkeinheit in den Strahl eingebracht werden, welche 

55 den Anregungsstrahl auf der Umlenkeinheit positioniert. 
Jede der genannten Verstellmoglichkeiten dient der Plazie- 
rung des Anregungsstrahls auf dem reflektierenden Teil des 
Umlenkelements 48 und damit der Einstellung der ge- 
wiinschten Stoke's Shift. 

60 [0015] Das spektral verwaschene Zwischenbild kann die 
Umlenkeinheit im nicht verspiegelten, sondern nur entspie- 
gelten Teil 54 passieren und wird durch eine in umgekehrter 
Dispersion betriebene Spektrometeranordnung, "bestehend 
aus einem optischen Element 40, welches die Zwischenbild- 

65 ebene ins Unendliche abbildet, einem dispersiven Element 
42, das die spektrale Aufspaltung riickgangig macht, und ei- 
nem weiteren optischen Element 44, welches das Strahlbun- 
del wieder fokussiert, auf den Flachensensor 46 abgebildet, 
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wo ein nunmehr wieder "unverwaschenes" Bild des be- 
leuchteten Streifens resultiert. Aus mehreren solcher Strei- 
fenbilder, welche jeweils nach Rotation des Spiegels 32 auf- 
genommen wurden, lasst sich dann ein Gesamtbild zusam- 
mensetzen. Als Nachteil zu werten ist dabei, daB die Stake's 5 
Shift, d. h. die Verschiebung zwischen Anregungs wellen- 
lange und Emissionswellenlange, nur bei einem infinitesi- 
mal schmalen Spalt far jeden Bildpunkt konstant ist. Bei ei- 
nem aus mehreren Zeilen des Sensors zusammengesetzten 
Streifenbild nimmt die Stoke's Shift mit jeder Zeile um ein 10 
endliches AX zu. Als Vorteil zu werten ist dagegen, daB das 
System einen rechteckigen Wellenlangen-DurchlaBbereich 
besitzt, d. h. die spektrale Durchlassigkeit erreicht, anders 
als ein Filtersystem, im gesamten DurchlaBbereich 100%. 
[0016] Die mit der beschriebenen Anordnung erzielbare 15 
minimale Stoke's Shift wird durch die spektrale Bandbreite 
des Anregungslichtes vorgegeben. Verwendet man zur strei- 
fenformigen Ausleuchtung der Zwischenbildebene 22 eine 
koharente, sehr monochromatische Anregungslichtquelle, 
wird diese Limitation beseitigt und es kann die gesamte op- 20 
tische Anordnung der Elemente 16-20 weggelassen werden. 
Geht man npch einen Schritt weiter und reduziert den koha- 
rent beleuchteten Streifen in seiner schmalen Dimension auf 
eine beugungsliinitierte Breite, so resultiert in der Zwi- 
schenbildebene 22, d. h. zwischen den Spaltbacken, eine 25 
zweidimensionale Intensitatsverteilung des Emissionslich- 
tes, welche in eine Richtung ausschlieBlich raumlich, in die 
andere Richtung ausschlieBlich spektral zu interpretieren ist. 
Fur eine spektral aufgelosten Auslese geniigt es jedoch 
nicht, diese zweidimensionale Intensitatsverteilung auf ei- 30 
nen Flachensensor abzubilden, weil auf diese Weise das um 
viele GroBenordnungen intensivere Anregungslicht durch 
Streuung bzw. Reflexion an den diversen optischen Elemen- 
ten fur zu viel Falschlicht sorgen wiirde. Zur Behebung.des 
Problems bedient man sich vorzugsweise wieder der sub- 35 
traktiven Dispersion, d. h. man lasst das Signal eine weitere 
Spektrometeranordnung durchlaufen, welche die vorausge- 
gangene Dispersion riickgangig macht. Eine besonders ele- 
gante Anordnung dieser Art, bei der statt eines Spalts, der 
nur in einer Dimension uber das Praparat gefiihrt werden 40 
muss, ein beugungslimitierter "Spot" das Praparat in zwei 
orthogonalen Dimensionen abtastet, ist im folgenden be- 
schrieben. 

[0017] Bei der Ausfuhrungsform gemaB Fig. 1 und 2 war 
eine Laserlichtquelle optional, bei der echt konfokalen Aus- 45 
fuhrungsform gemaB Fig. 3 und 4 ist sie zur Anregung un- 
abdingbar. Da das Praparat in zwei voneinander unabhangi- 
gen Dimensionen x und y "abgetastet (gerastert) werden 
soli, muB der Emissionsstrahlengang nicht nur spektral auf- 
gespaltet und wieder vereint, sondem auch in zwei Dimen- 50 
sionen durch eine konfokale Blende gefuhrt werden. Von 
den vielen prinzipiell moglichen, die genannten Vorgaben 
erfullenden Anordnungen besticht die in Fig. 3 und 4 ge- 
zeigte Variante durch eine relativ einfache Realisierbarkeit 
und vor allem durch die Freiheit, bei mehreren Anregungs- 55 
und Emissionswellenlangen gleichzeitig messen zu konnen. 
[0018] Kollimiertes Laserlicht 200 wird mit Hilfe eines 
dispersiven Elements 202 spektral abgelenkt und mit Hilfe 
eines optischen Elements 204 auf ein in spezieller Weise ge- 
maB Fig. 4 teilweise verspiegeltes Strahlteiler element 206 60 
fokussiert. Dieses Element ist auBerhalb der reflektierenden 
Bereiche 240 transparent 242. Das dispersive Element 202 
sorgt dafiir, daB sich die Positionen beugungslimitierter Fo- 
kuspunkte auf dem Strahlteilerelement 206 auf einer Linie 
fortbewegen, wenn die Wellenlange des Laserstahls variiert 65 
wird. Da es gewohnlich nur ^eine begrenzte Anzahl von La- 
serwellenlangen gibt, genugen entsprechend wenige ver- 
spiegelte Punkte an den entsprechenden Positionen des 


Strahlteilerelements 206, um alle moglichen Anregungswel- 
lenlangen gleichzeitig oder nacheinander in den Strahlen- 
gang einzukoppeln. Aus technischen Griinden sollte die 
Ebene des Strahlteilerelement 206 vorzugsweise relativ 
senkrecht stehen, d. h. lediglich einen kleinen Umlenkwin- 
kel aufweisen. Das Strahlteilerelement 206 wird mit Hilfe 
eines optischen Elements 208 ins Unendliche abgebildet, 
mit Hilfe eines zum Element 202 identischen dispersiven 
Elements 210, welches die Dispersion von 202 riickgangig 
macht, wieder kollimiert, und mit Hilfe eines Scanelements 
212 in eine Richtung (hier die x-Richtung) abgelenkt. Ein 
weiteres, abbildendes optisches Element 214 fokussiert den 
Strahl wieder und erzeugt in seiner Fokusebene 216 einen 
beugungshrnitierten Fokuspunkt, der sich mit der Scanbe- 
wegung des Scanelements 212 in der x-Dimension bewegt. 
Ein weiteres optisches Element 218 bildet den Fokuspunkt 
wieder ins Unendliche ab, ein weiteres Scanelement 220 
sorgt fur eine Ablenkung des Strahls in y-Richtung, und ein 
Objektiv 222 bildet den nun in zwei orthogonalen Dimen- 
sionen gescannten Strahl in die Objektebene 224 ab, in der 
sich das zu untersuchende Praparat 226 befindet. Das vom 
jeweils beleuchteten Teil des Praparats emittierte Licht 
durchlauft die op tische Anordnung riickwarts und wird da- 
bei gleichzeitig spektral aufgespalten. Durch die sog. Sto- 
ke's Shift, d. h. die Tatsache, daB emittiertes Licht immer 
langerwellig ist als das dazugehorige Anregungslicht, landet 
der Fokuspunkt immer in einer gegenuber seinem Aus- 
gangspunkt auf einer Gerade verschobenen. Position der 
Zwischenbildebene 206. Da auf dieser Linie lediglich die 
den Spot-Auftreff stellen fur die verschiedenen Laserwellen- 
langen entsprechenden Punkte verspiegelt sind (siehe Fig. 
4), wird das emittierte Licht groBtenteils nicht reflektiert, 
sondem transmittiert. Eine weitere Spektrometeranordnung, 
bestehend aus einem ins unendliche abbildendem Element 
230, einem dispersivem Element 232, welches die Disper- 
sion von Element 210 riickgangig macht, und einem abbil- 
denden optischen Element 234, erzeugt in der Fokusebene 
236 des Elements 234 einen Punkt, dessen Ausdehnung 
durch eine in zwei Dimensionen einstellbare Blendenein- 
richtung 228, 238 in Art einer konfokalen Blende beeinflusst 
werden kann. Durch die beschriebene subtraktive Disper- 
sion wird sichergestellt, daB nur Licht, das den Linienbe- 
reich des Strahlteilerelements 206 passiert hat und die seiner 
Position auf der Linie entsprechende Wellenlange hat, die 
Blende passieren kann. Streulicht wird dadurch effektiv eli- 
miniert. 

[0019] Das die konfokale Blendenkombinatiori 228, 238 
passierende Licht ist in zwei Dimensionen konfokal und 
ehthalt alle Wellenlangen mit Ausnahrne der "ausgefilter- 
ten" Anregungs wellenlangen. Es kann nun mit Hilfe von 
Strahlteilern oder dispersiven Elementen wieder spektral 
aufgespaltet und mehreren Detektoren zur spektral aufgelo- 
sten Registrierung zugefuhrt werden, d. h. es ist moglich, 
bei mehreren Emissionswellenlangen gleichzeitig zu mes- 
sen. Als Detektoren kommen einzelne, diskret aufgebaute 
Licht-Sensoren (z. B. Photomultiplier oder Avalanche-Pho- 
todioden), aber auch die Pixel eines Zeilen- oder Flachen- 
sensors in Betracht. Besonders vorteilhaft ist die Verteiiung 
des Spektrums mit Hilfe eines dispersiven Elements auf 
mehrere Pixel eines Zeilen oder Flachensensors analog zur 
DE-198 01 139 Al beschriebenen Vorgehensweise, weil 
diese Sensoren gewohnlich eine hohere Quantenausbeute 
als Photomultiplier aufweisen. Besitzt der Sensor in der 
"spektralen" Dimension mehr Pixel, als es die gewunschte 
spektrale Auflosung erforderlich macht, muB dem durch 
entsprechend flexible elektronische Auslesemodi, d. h. so- 
genanntes "Binnen" von Pixeln und das "Wegwerfen" uner- 
wunschter Information Rechnung getragen werden. Handeit 
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es sich urn einen Flachensensor, der auch noch in der zur 
"spektralen Dimension" orthogonalen Dimension eine Aus- 
dehnung hat, verteilt man das durch den urspriinglichen 
Scanvorgang in ein "zeitliches Nacheinander" gebrachte 
"raumliche Nebeneinander im Praparat" mit Hilfe einer wei- 
teren Scanvorrichtung wieder in ein "raumliches Nebenein- 
ander" auf dem Chip, wobei die Zeilen des Abtastvorgangs 
durchaus nicht mit den Zeilen des Chips synchron laufen 
mussen. Ein weiterer, wesentlicher Vorteil der beschriebe- 
nen Anordnung ist, daB gleichzeitig oder auch schnell nach- 
einander mit mehreren Anregungswellenlangen gemessen 
werden kann. 

[0020] Diese mussen lediglich gleichzeitig bzw. schnell 
nacheinander in dem kollimierten Laserstrahl 200 enthalten 
sein. Dies wird erreicht durch Verwendung eines Lasers, der 
gleichzeitig mehrere Linien aufweist, oder durch die kolli- 
neare Einkopplung unterschiedlicher Laser in einen Laser- 
strahl. Letzteres lasst sich durch dichroitische Strahlteiler, 
besser jedoch durch eine Spektrometeranordnung erreichen, 
in der ein dispersives Element verschiedene, durch die je- 
weilige Wellenlange vorgegebene Eintrittswinkel in einen 
gemeinsamen Austrittswinkel umsetzt, wie dies in 
DE41 15 401 beschrieben ist. Altemativ kann auch eine 
Galvanometermontierte Gitteranordnung, analog zur in DE- 
42 28 366 Al beschriebenen verwandt werden, um in Milli- 
sekunden zwischen verschiedenen Laserlichtquellen und 
damit Wellenlangen hin und her zu schalten. Als dispersives 
Element muB dabei, wie die Erf ahrung gezeigt hat, nicht un- 
bedingt auf ein holographisches Volumengitter zuriiekge- 
griffen werden, es lasst sich z. B. auch mit geritzten Cittern 
das erforderliche geringe Tragheitsmoment erzielen. Im ein- 
fachsten Fall wird die Lasereinkopplung sowohl in das 
Spektrometer, als auch in das polychromatische Fluores- 
zenzmikroskop, mit Fasern realisiert. 

[0021] Zu beiden gezeigten optischen Anordnung ist zu 
sagen, daB der Strahlengang vorzugsweise telezentrisch aus- 
gelegt sein sollte, d. h. daB die Brennebenen aufeinanderfol- 
gender abbildender Elemente aufeinander zu liegen kom- 
men. Diese Ebenen bieten sich gleichzeitig als Orte fur die 
Plazierung von Elementen an, welche dazu dienen, den 
Strahl spektral (Dispersionselemente) bzw. im Zusammen- 
hang mit der Raster- Abtastung (Scanelemente) des Prapa- 
rats abzulenken. Durch eine solche Plazierung wird gewahr- 
leistet, daB der Pupillenstrahlengang beim Scanvorgang 
bzw. bei der spektralen Aufspaltung ortsfest bleibt. Wo eine 
solche Plazierung nicht moglich ist, beispielsweise weil 
zwei Elemente nicht genau an der selben S telle sitzen kon- 
nen oder weil eine Brennebene nicht direkt zuganglich ist, 
sollte entweder so nahe wie moglich an der optimalen Posi- 
tion plaziert werden, um den Strahtversatz zu minimieren, 
oder aber es muss noch eine Zwischenabbildung eingefuhrt 
werden, damit die ideale Position zuganglich gemacht wird. 
[0022] Bei den in den Abbildungen beschriebenen Aus- 
fuhrungsformen sind dispersiven Elemente zweidimensio- 
nal ausgelegt, um eine maximale Storiichtunterdruckung zu 
gewahrleisten. Naturlich ist zur Vereinfachung der opti- 
schen Anordnung auch eine Dispersion lediglich in einer 
Dimension vorstellbar. 

[0023] Die Selektionselemente 26 bzw. 206 werden im ge- 
zeigten Beispiel so betrieben, daB das Anregungslicht mit- 
tels Reflexion im reflektierenden Bereich in den Anregungs- 
strahlengang eingekoppelt und das Fluoreszenzlicht. mittels 
Transmission durch den transmittierenden Bereich ausge- 
koppelt wird, wobei die raumliche Begrenzung des trans- 
mittierenden Bereichs als Wellenlangenbegrenzung fur das 
zu detektierende Fluoreszenzlicht wirkt. Grundsatzlich kann 
dieses Prinzip jedoch auch umgekehrt werden, so daB das 
Anregungslicht in gerader Linie durch den transmittieren- 


den Bereich hindurch in den Anregungsstrahlengang einge- 
koppelt wird, wahrend das Fluoreszenzlicht mittels Refle- k 
xion im reflektierenden Bereich fur die Detektion ausgekop- 
pelt wird, wobei dann die raumliche Begrenzung des reflek- 
5 tierenden Bereichs als WeUenlangenbegrenzung fur das zu 
detektierende Fluoreszenzlicht wirkt. Es ist auch eine An- 
ordnung vorstellbar, bei der sowohl Anregungs-, als auch 
Emissionslicht vom Selektionselement reflektiert werden. 
Die reflektierten Strahlbundel mussen sich dabei in ihrem 
10 Winkel so unterscheiden, daB eine efflziente Strahltrennung 
moglich wird. 


Patentanspriiche 

15 1. Fluoreszenz-MeBvorrichtung zum Abtasten einer. 

Probenflache (36), mit einem Selektionselement (26), 
mit dessen Hilfe Anregungslicht in einen Anregungs- 
strahlengang eingekoppelt und zur Probenflache ge- 
fuhrt wird und gleichzeitig von der Probenflache emit- 
20 tiertes Fluoreszenzlicht, welches den Anregungsstrah- 
lengang in umgekehrter Richtung durchlauft, aus dem 
Anregungsstrahlengang auskoppelt und der Registry 
rang durch einen Detektor (46) zugefuhrt wird, wobc, 
in dem Anregungsstrahlengang ein erstes dispersives 
25 Element (30) vorgesehen ist, so daB das von der Pro- 
benflache emittierte Fluoreszenzlicht spektral aufge- 
spalten auf dem Selektionselement auftrifft, wobei das 
Selektionselement einen ersten (48) und einen raum- 
lich davon getrennten zweiten Bereich (54) aufweist, 
30 wobei das auf den ersten Bereich auf treffende Anre- 
gungslicht eingekoppelt wird, wahrend der zweite Be- 
reich zum Auskoppeln des von der Prpbeflache emit- 
tierten Huoreszenzlichts dient, wobei das von 
dem • Selektionselement ausgekoppelte Licht ein zwei- 
35 tes dispersives Element (42) durchlauft, das beziiglich 

des ersten dispersiven Elements (30) subtraktiv wirkt 
und wobei die Begrenzungen (48, 50) des zweiten Be- 
reichs (54) im Zusarnmenspiel mit dem zweiten disper- 
siven Element als Wellenlangenbegrenzung fur das 
40 Fluoreszenzlicht wirkt, um mindestens den Wellenlan- 
genbereich des Anregungslichts auszublenden, da- 
durch gekennzeichnet, daB die raumliche Ausdeh- 
nung des zweiten Bereichs (54) einsteUbar ist, um der 
ausgekoppelten Wellenlangenbereich des Fluoreszem 
45 lichts und damit seine Stoke's-Shift relative zum Anre- 

gungslicht einzustellen, 

2. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der erste Bereich (48) retlektierend und 
der zweite Bereich (54) transmittierend ausgebildet ist. 
50 3. Vorrichtung gemaB Anspruch 2, dadurch gekenn- 

zeichnet, daB der transmittierende Bereich (54) spalt- 
formig ausgebildet ist, wobei der reflektierende Be- 
reich (48) den Spalt auf der einen Seite begrenzt und 
die andere Begrenzung von einem verstellbaren Bak- 
55 ken (50) gebildet wird. 

4. Vorrichtung gemaB Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Anregungslicht einen Spalt (14) 
durchlauft, der auf den reflektierenden Bereich (48) des 
Selektionselements (26) abgebildet wird. 
60 5. Vorrichtung gemaB Anspruch 4, dadurch gekenn- 

zeichnet, daB das Anregungslicht inkoharent ist und 
vor den Auftreffen auf dem Selektionselement (26) ein 
drittes dispersives Element (18) durchlauft, welches 
bezuglich des ersten dispersiven Elements (30) sub- 
65 traktiv betrieben wird. 

6. Vorrichtung gemaB Anspruch 3 oder 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Anregungslicht koharent und 
hochmonochromatisch ist und als beugungslimitierter 
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Streifen auf der Probenfiache (36) abgebildet wird. 

7. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB sich das Selekti- 
onselement (26) in einer zu der Probenfiache (36) kon- 
jugierten Ebene befindet. 5 

8. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB sich das Selekti- 
onselement (26) in einer zu dem Detektor (46) konju- 
gierten Ebene befindet. 

9. Fluores'zenz-MeB vorrichtung zum Abtasten einer 10 
Probenfiache (224), mit einem Selektionselement 
(206), mit dessen Hilfe Anregungslicht in einen Anre- 
gungsstrahlengang eingekoppelt und zur Probenfiache 
gefuhrt wird und gleichzeitig von der Probenfiache 
emittiertes Huoreszenzlicht, welches den Anregungs- 15 
strahlengang in umgekehrter Richtung durchlauft, aus 
dem Anregungsstrahlengang auskoppelt und der Regi- 
strierung durch einen Detektor zugefuhrt wird, wobei 

in dem Anregungsstrahlengang ein erstes dispersives 
Element (210) vorgesehen ist, so daB das von der Pro- 20 
benflache emittierte Huoreszenzlicht spektral aufge- 
spalten auf dem Selektionselement auftrifft, wobei das 
Selektionselement einen ersten (240) und einen raum- 
lich davon getrennten zweiten Bereich (242) aufweist, 
wobei das auf den ersten Bereich auftreffende Anre- 25 
gungslicht eingekoppelt wird, wahrend der zweite Be- 
reich zum Auskoppeln des von der Probeflache emit- 
tierten Ruoreszenzlichts dient, wobei das von dem Se- 
lektionselement ausgekoppelte Licht ein zweites di- 
spersives Element (232) durchlauft, das bezuglich des 30 
ersten dispersiven Elements subtraktiv wirkt und wobei 
die Begrenzung des zweiten Bereichs im Zusammen- 
spiel mit dem zweiten dispersiven Element und als 
Wellenlangenbegrenzung fur das Huoreszenzlicht 
wirkt, um mindestens den Wellenlangenbereich des 35 
Anregungslichts auszublenden, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Vorrichtung fur eine koharente Anregung 
rnit einer oder mehreren getrennten Laser-Spektralli- 
nien ausgebildet ist, wobei Anregungslicht jeder Spek- 
trallinie in einen eigenen durch die Wellenlange be- 40 
stirnmten Bereich (240) auf dem Selektionselement 
(206) fokussiert wird, wobei diese Abbildungsbereiche 
den ersten Bereich (240) bilden und der Bereich zwi- 
schen den Abbildungsbereichen sowie ein Bereich, der 
bezuglich der Aufspaltung des Huoreszenzlichts durch 45 
das erste dispersive Element sich in Richtung zuneh- 
mender Wellenlange an den letzten Abbildungsbereich 
anschlieBt, mindestens einen Teil des zweiten Bereichs 
(242) bilden. 

10. Vorrichtung gemaB Anspruch 9, dadurch gekenn- 50 
zeichnet, daB der erste Bereich (240) reflektierend und 
der zweite Bereich (242) transmittierend ausgebildet 
ist. 

11. Vorrichtung gemaB Anspruch 10, dadurch gekenn-, 
zeichnet, daB Anregungslicht jeder Spektrallinie als 55 
beugungslimitierter Spot auf das Selektionselement 
(206) abgebildet wird. 

12. Vorrichtung gemaB Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB nur die Bereiche (240) des Selektionsele- 
ments, in welchen die Spots liegen, reflektierend aus- 60 
gebildet sind," wahrend die ubrigen Bereiche (242) 
transmittierend ausgebildet sind. 

13. Vorrichtung gemaB Anspruch 9 bis 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Anregungslicht einen die Spek- 
trallinien gleichzeitig enthaltenden kollimierten Strahl 65 
bildet, der ein drittes dispersives Element (202) durch- 
lauft, welches beziiglich des ersten dispersiven Ele- 
ments (210) subtraktiv betrieben wird, bevor das Anre- 
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gungslicht auf das Selektionselement (206) auftrifft. 

14. Vorrichtung gemaB Anspruch 9 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB dass das Anregungslicht als beu- 
gungsbegrenzter Spot auf die Probenfiache (224) abge- 
bildet wird und fur das Huoreszenzlicht fur jede der 
beiden Raumrichtungen eine konfokale Blende (228, 
238) vorgesehen ist. 

15. Vorrichtung gemaB Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das erste (210), das zweite (232) und das 
dritte dispersive Element (202) jeweils in zwei ortho- 
gonalen Richtungen dispersiv wirken. 

16. Vorrichtung gemaB Anspruch 9 bis 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Selektionselement (206) in eine 
erste Ebene (216) abgebildet wird, welche in einer zur 
Probenfiache (224) konjugierten Ebene liegt. 

17. Vorrichtung gemaB Anspruch 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zwischen der ersten Ebene (216) und der 
Probenfiache (224) eine erste Ablenkeinheit (220) vor- 
gesehen ist, welche das Anregungslicht in eine erste 
Raumrichtung ablenkt, um den Anregungslichtspot 
uber die Probenfiache (224) zu fiihren. 

18. Vorrichtung gemaB Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zwischen der ersten Ebene (216) und dem 
Selektionselement (206) eine zweite Ablenkeinheit 
(212) vorgesehen ist, welche das Anregungslicht eine 
zweite, zu der ersten Ablenkrichtung senkrechten 
Raumrichtung ablenkt. 

19. Vorrichtung gemaB Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die konfokalen Blenden (228, 238) in ei- 
ner zur Ebene des Selektionselements (206) konjugier- 
ten Ebene (236) liegen. 

20. Huoreszenz-MeB vorrichtung zum Abtasten einer 
Probenfiache, mit einem Selektionselement, mit dessen 
Hilfe Anregungslicht in einen Anregungsstrahlengang 
eingekoppelt und zur Probenfiache gefuhrt wird und 
gleichzeitig von der Probenfiache emittiertes Huores- 
zenzlicht, welches den Anregungsstrahlengang in um- 
gekehrter Richtung durchlauft, aus dem Anregungs- 
strahlengang auskoppelt und der Registrierung durch 
einen Detektor zugefuhrt wird, wobei in dem Anre- 
gungsstrahlengang ein erstes dispersives Element vor- 
gesehen ist, so daB das von der Probenfiache emittierte 
Huoreszenzlicht spektral aufgespalten auf dem Selek- 
tionselement auftrifft, wobei das Selektionselement ei- 
nen ersten und einen raumlich davon getrennten zwei- 
ten Bereich aufweist, wobei das auf den ersten Bereich 
auftreffende Anregungslicht eingekoppelt wird, wah- 
rend der zweite Bereich zum Auskoppeln des von der 
Probeflache emittierten Huoreszenzlichts dient, wobei 
das von dem Selektionselement ausgekoppelte Licht 
ein zweites dispersives Element durchlauft, das beziig- 
lich des ersten dispersiven Elements subtraktiv wirkt 
und wobei die Begrenzung des zweiten Bereichs im 
Zusammenspiel mit. dem zweiten dispersiven Element 
als Wellenlangenbegrenzung fur das Fluoreszenzlicht 
wirkt, um mindestens den Wellenlangenbereich des 
Anregungslichts auszublenden, dadurch gekennzeich- 
net, daB der erste Bereich und der zweite Bereich re- 
flektierend ausgebildet sind und gegeneinander ver- 
kippt sind, um einfallendes Licht in unterschiedliche 
Richtungen zu reflektieren. 
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